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A puberdade é a fase que marca a transição da infância para a fase adulta, sendo evidenciada 
por mudanças fisiológicas, psicológicas e sociais que apontam o desenvolvimento de 
caracteres sexuais e o amadurecimento da capacidade reprodutiva. Dentro das reações 
endócrinas, a reativação do eixo Hipotálamo-Hipófise-Gonadal (HHG) é responsável pelo 
desenvolvimento dos caracteres sexuais e por estimular a síntese de hormônio folículo 
estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH). A ativação prematura do eixo HHG resulta 
em indivíduos com puberdade precoce central (PPC), caracterizada pela evolução puberal 
prematura. Como consequência dessa afecção têm-se o aumento das gônadas, antecipação 
da menarca, desenvolvimento mamário e aumento do número e espessura dos pelos. Um 
paciente é diagnosticado com PPC quando os sinais e sintomas manifestam-se em meninos 
menores de 9 anos e meninas menores de 8 anos de idade. Estudos demonstram que 
mutações nos genes KISS1, KISS1R, LIN28B, GPR54 e MKRN3 estão associadas à 
puberdade precoce. Mutações no gene MKRN3 são descritas em estudos como responsáveis 
pela PPC idiopática. O objetivo do presente estudo foi investigar a ocorrência de mutações 
no gene MKRN3 em 30 pacientes previamente diagnosticados com PPC residentes no 
Distrito Federal e entorno. Para realização da pesquisa foram coletadas amostras de sangue 
periférico dos pacientes, por punção intravenosa, e extração do DNA por meio do kit da 
QiAgen. O material genético obtido foi submetido à reação em cadeia da polimerase (PCR), 
sendo realizada a amplificação do gene MKRN3 por pares de oligonucleotídeos iniciadores 
específicos. A amplificação dos produtos de PCR foi confirmada em gel de agarose a 1% e 
os produtos foram submetidos ao sequenciamento automático de Sanger. A análise do 
sequenciamento foi realizada pelo software Sequencher® e os resultados encontrados foram 
comparados com os principais bancos de dados genômicos. Foram identificados dois 
pacientes com mutações autossômicas dominantes de penetrância incompleta no gene 
MKRN3, sendo duas irmãs com mutação missense c.982C_T/p.Arg.328.Cys. A primeira 
paciente foi incluída no estudo com 7 anos e 11 meses de idade apresentando menarca e 
pubarca aos 7 anos 8 meses, telarca aos 7 anos, idade óssea de 11 anos, e P2M3 na escala 
de Tanner. A segunda paciente, com 7 anos e 2 meses de idade apresentando telarca e 
axilarca aos 6 anos, e P2M2 na escala de Tanner. Os resultados do presente estudo foram 
fundamentais por auxiliarem no desenvolvimento de pesquisas que estabelecem a relação 
fisiológica entre os achados genéticos e os fenótipos de afecções, nos quais é possível a 
ampliação das informações descritas na literatura sobre puberdade precoce. Os dados 
obtidos são importantes por possibilitarem o acompanhamento genético dos pacientes e a 
identificação de novos casos familiares, como apontados em estudos que evidenciam a 
ocorrência de PPC familiar. A investigação genética de outros membros das famílias com 
pacientes diagnosticados é de suma importância para detectar a patogênese das mutações 
e potencializar o sucesso do tratamento. Mesmo com o avanço dos estudos, a investigação 
das causas da puberdade precoce ainda necessita de maior aprofundamento sendo uma área 
de destaque para pesquisas científicas.  
 
 































A puberdade é a fase de alterações físicas, bioquímicas e psicossociais que 
são reguladas por interações neuroendócrinas, gênicas e por pressões do meio 
externo. O início da fase púbere normal é caracterizado pelo reaparecimento de 
pulsos do Hormônio Liberador de Gonadotrofina (GnRH), aumento no volume das 
gônadas em ambos os sexos, desenvolvimento de caracteres sexuais secundários 
como pelos, desenvolvimento das mamas em meninas e pelos faciais em meninos. 
Esses processos sinalizam a maturidade sexual para a reprodução (BESSA et al., 
2017; OH et al., 2017). 
A ativação prematura do eixo Hipotálamo-Hipófise-Gonodal (HHG) resulta em 
indivíduos com Puberdade Precoce (PP), caracterizados pelo desenvolvimento 
prematuro dos caracteres sexuais secundários, como o aumento do volume das 
gônadas, avanço do crescimento ósseo, antecipação da menarca em meninas, da 
pubarca, da telarca, e atraso na estatura final. Tratando-se, então, do 
amadurecimento sexual prematuro em meninas com idade inferior a 8 anos e meninos 
a 9 anos. A puberdade precoce é classificada em Puberdade Precoce Periférica 
(PPP) e puberdade precoce central (PPC)(KRSTEVSKA-KONSTANTINOVA et al., 
2014; SIMON et al., 2015).   
A Puberdade Precoce Periférica dá-se pelo desenvolvimento dos caracteres 
sexuais secundários sem a ativação do eixo HHG, podendo ser estimulada por 
adrenarca, que se tratam de hormônios secretados pelas glândulas adrenais, e por 
fatores externos ao organismo, como exposição a hormônios exógenos. Cistos 
ovarianos e algumas síndromes associadas ao sistema reprodutor também podem 
realizar essa ativação precoce, como é o caso da mutação do receptor do hormônio 
luteinizante (LHR), síndrome de McCune-Albright (MAS) e testotoxicose, causadora 
de pseudo puberdade precoce (ERSOY et al., 2017; MELMED et al., 2015). 
A puberdade precoce central é caracterizada pelo desenvolvimento púbere 
prematuro, decorrente da ativação precoce do eixo HHG. Esse evento pode ocorrer 
devido à lesões no Sistema Nervoso Central (SNC), causa orgânica da PPC (RAMOS 
et al., 2017), ou pela ativação sem fatores diagnosticados, denominada PPC 
idiopática. A puberdade precoce central idiopática tem incidência de 1:5.000 a 
1:10.000 e é mais frequente em indivíduos do sexo feminino, tendo uma proporção 
de 3-23 meninas: 1 menino diagnosticado (CAREL; LÉGER, 2008; PARTSCH; 
HEGER; SIPPELL, 2002). O tipo orgânico de puberdade precoce é mais frequente 
em indivíduos do sexo masculino, enquanto o tipo idiopático tem predominância em 
indivíduos do sexo feminino, cerca de 90% dos casos (CHEN et al., 2017).  
Os processos envolvidos no desenvolvimento puberal ainda necessitam de 
estudos, mas sabe-se que fatores ambientais, genéticos, físicos e alimentares estão 
atreladas as respostas endócrinas do organismo. Dentre as interações genicas, as 
mutações destacadas pela literatura comprovam que as alterações no gene MKRN3 
(Makorin Ring Finger Protein 3) são associadas a PPC Idiopática. (CHEN et al., 2017). 
A partir desta problemática o objetivo do presente estudo foi investigar a ocorrência 
de mutações no gene MKRN3 em 30 pacientes previamente diagnosticados com 
Puberdade Precoce Central Idiopática.) 
Este estudo faz parte de um projeto maior, o qual é subsidiado pelo Conselho 
Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) com número 
462346/2014-5 (ANEXO A) e propõe-se a colaborar para o aumento da casuística da 
patogênese da PPC, ao estudar uma nova série de indivíduos acometidos que poderá 
ser somada aos casos já descritos e estudados em outros centros do país. 
  
Referencial teórico 
O hormônio liberador de gonadotrofina é liberado do período fetal até após o 
nascimento do indivíduo, com a breve ativação do eixo Hipotálamo-Hipófise-Gonodal 
(HHG), secretando picos de GnRH. Esse processo é breve e natural, e só volta a 
ocorrer na fase de desenvolvimento púbere, no momento da adolescência com o 
retorno da sua sintetização pelo eixo HHG. Após seu estímulo são secretados, por 
consequência, as gonadotrofinas e os esteroides sexuais (BULCAO MACEDO; 
NAHIME BRITO; LATRONICO, 2014). 
O GnRH é responsável pelo estímulo do Hormônio Luteinizante (LH) e do 
Hormônio Folículo Estimulante (FSH), responsáveis respectivamente pela produção 
e desenvolvimento dos gametas sexuais, e pela síntese de esteroides, como o 
estradiol e a testosterona. A atividade gonodal é controlada pelos pulsos de GnRH e 
pela frequência com que esse hormônio é secretado, estando diretamente 
relacionado ao eixo reprodutivo (BRITO et al., 1999; MELMED et al., 2015; NEELY et 
al., 1995). 
O desenvolvimento púbere de indivíduos do sexo feminino inicia-se, em média 
entre 8 e 12 anos de idade, com pulsos de GnRH, estimulando a síntese e liberação 
do Hormônio Folículo Estimulante (FSH) e o Hormônio Luteinizante (LH) pela hipófise. 
O FSH é responsável pelo desenvolvimento mamário (telarca), aumento do volume e 
espessura de pelos pubianas (pubarca) e corporais, o aumento do volume do útero, 
desenvolvimento do endométrio e por estimular a secreção de estrogênio (CRINÒ et 
al., 2008; MACEDO; ABREU; et al., 2014). 
O LH é responsável pelo desenvolvimento do corpo lúteo, dos folículos de 
Graaf e pela ovulação. A menarca ocorre com a descamação do endométrio formado, 
ocorrendo sem a liberação de óvulos nas menstruações iniciais. A faixa etária do 
aparecimento desses caracteres está relacionada a aspectos étnicos, nutricionais, 
condições genéticas, ambientais e a idade da menarca da mãe(GAJDOS et al., 2010; 
MELMED et al., 2015; ONG et al., 2009a). 
O desenvolvimento puberal de indivíduos do sexo masculino ocorre, em média, 
no período entre 9 e 13 anos e se assemelha ao feminino por iniciar com o estímulo 
de pulsos de GnRH, que estimula o desenvolvimento das gônadas masculinas por 
meio dos hormônios FSH e LH. Em indivíduos do sexo masculino o FSH é 
responsável pela maturação dos espermatozoides. E o LH estimula as células de 
Leydig a produzir a testosterona. Esse eixo endócrino estimula o aumento do volume 
dos testículos, a telarca, aumento do volume e espessura de pelos pubianos 
(pubarca) e corporais, o aumento do tamanho do pênis e o engrossamento da voz 
(MELMED et al., 2015). 
A Puberdade Precoce Central é sinalizada pela ativação precoce do eixo 
Hipotálamo-hipófise-gonodal, na qual pulsos de GnRH de origem hipotalâmica, são 
liberados pela glândula pituitária. Esse hormônio é responsável por estimular a -
síntese e liberação das gonadotrofinas, LH e FSH. A PPC em sua condição idiopática 
é caracterizada pelo desenvolvimento de caracteres sexuais secundários antes do 
tempo médio de início da puberdade. Sabe-se que a faixa etária do começo da 
puberdade é influenciada pela etnia, idade de menarca da mãe, fatores genéticos e 
externos, como é o caso de PP por exposição a disruptores endócrinos (BESSA et 
al., 2017; BULCAO MACEDO; NAHIME BRITO; LATRONICO, 2014). 
O desenvolvimento precoce de indivíduos do sexo feminino dá-se 
primeiramente pela evolução das mamas e avanço na Velocidade de Crescimento 
(VC) em decorrência do hormônio estradiol que promove o desenvolvimento dos 
tecidos mamário e ósseo. Posteriormente ocorre o aparecimento de pelos pubianos 
e axilares, aumento do volume ovariano e do tamanho do útero com o 
desenvolvimento do endométrio e do corpo lúteo. A menarca é último estágio do 
processo de amadurecimento, onde ocorre a descamação do tecido superficial uterino 
(ABREU et al., 2013a; RAMOS et al., 2017). 
Em indivíduos do sexo masculino ocorre primeiramente o aumento no volume 
testicular a partir de pulsos de GnRH, que promovem a estimulação da síntese de 
testosterona pelas células de Leydig. Posteriormente têm-se o aparecimento dos 
pelos pubianos e axilares e o breve desenvolvimento mamário. Ao contrário de 
indivíduo do sexo feminino, a evolução das mamas é cessada, e ao decorrer da 
puberdade ocorre a sua regressão (BULCAO MACEDO; NAHIME BRITO; 
LATRONICO, 2014). 
As medidas das gônadas são consideradas púberes quando o volume dos 
ovários é maior que 2 cm³ e dos testículos é maior que 4 ml. Os níveis dos hormônios 
LH e FSH são púberes quando estão, respectivamente, acima de 0,6 U/I e 13 U/I 
(BRITO et al., 1999; NEELY et al., 1995). Além dessas medidas é utilizada também a 
escala proposta por TANNER (1962) que estabeleceu parâmetros de crescimento de 
adolescentes, criando uma escala para mensurar os estágios de desenvolvimento 
púbere de indivíduos do sexo masculino e feminino, tanto na evolução de gônadas e 
pelos, como no desenvolvimento mamário. A escala de Tanner é utilizada por 
profissionais da saúde para apontar os estágios de desenvolvimento dos caracteres 
sexuais, e por consequência é bastante adotado no diagnóstico de pacientes com 
Puberdade Precoce (CAREL; LÉGER, 2008; IMPRODA et al., 2012; NEELY et al., 
1995). 
Os hormônios sexuais são responsáveis por propor o desenvolvendo corporal, 
por estimularem a maturação de diversos tecidos, como é o caso dos tecidos ósseos, 
epiteliais e musculares. Na PP eles promovem a evolução corporal antes do período 
ideal para a maturação, acarretando em Idade Óssea (IO) avançada, estatura elevada 
para a faixa etária e caracteres sexuais já desenvolvidos com idade infantil. A perda 
de estatura final é consequência do avanço da Velocidade de Crescimento, onde as 
epífises ósseas são soldadas antes de atingir-se o período de estatura final (CRINÒ 
et al., 2008; ERSOY et al., 2017; KRSTEVSKA-KONSTANTINOVA et al., 2014). 
Determinadas síndromes possuem a puberdade precoce no seu quadro de 
sintomas, como a Síndrome de Temple (TS14) e a Síndrome de Prader-Willi (SPW). 
A TS14 trata-se de uma síndrome genética no cromossomo 14. Seus sinais e 
sintomas são hipotonia muscular, baixo peso neonatal, estatura baixa na fase adulta, 
mãos e pés pequenos, e puberdade precoce. Seu diagnóstico é realizado 
exclusivamente por análise genética (ABREU et al., 2013b; CRINÒ et al., 2008; 
IMPRODA et al., 2012; KAGAMI et al., 2017; LUDWIG et al., 2016).  
O teste para TS14 é indicado para indivíduos com atraso no desenvolvimento, 
tanto no período de crescimento gestacional quanto no pós-natal, para portadores 
das Síndromes de Prader-Willi (SPW) e Silver-Russell (SSR), para pacientes com 
puberdade precoce e com histórico familiar de deleções na região 14q32. Em alguns 
casos foram relatadas a associação de Temple com outras síndromes, como a SPW 
e a SSR (IOANNIDES et al., 2014; KAGAMI et al., 2017). 
O fator genético é apontado em estudos como importante a ser investigado por 
estar ligado à característica familiar hereditária da afecção e à padrões de alterações 
no perfil gênico do paciente. Estudos apontam mutações nos genes KISS1, KISS1R, 
LIN28B, NR0B1 e MKRN3 associados à puberdade precoce (BULCAO MACEDO; 
NAHIME BRITO; LATRONICO, 2014; GAJDOS et al., 2010) . 
O papel do gene KISS1 foi descrito primeiramente em testes realizados com 
camundongos para avaliar o papel da proteína kisspeptina em tumores mamários 
(LEE; WELCH, 1997). E relacionado ao eixo reprodutivo em estudos posteriores (DE 
ROUX et al., 2003; FUNES et al., 2003; SEMINARA et al., 2003)  
O KISS1 (KiSS-1 metastasis-suppressor, Gene ID: 3814), localizado no 
cromossomo 1q32.1 e seu receptor KISS1R (Gene ID: 84634), são responsáveis pela 
codificação do neuropeptídio kisspeptina e pelo seu reconhecimento. Estão 
diretamente envolvidos na secreção de LH dependente de GnRH e por consequência 
estão relacionados com o início da puberdade. Mutações nesses genes são 
responsáveis pela PPC por regularem o funcionamento do eixo reprodutivo. Mutações 
no gene KISS1 e KISS1R (também nomeado como GPR54) são raras e a sua 
descrição bibliográfica é reduzida evidenciando a necessidade de estudos para 
melhor investigação da relação do gene com o eixo reprodutivo (OH et al., 2017; 
SILVEIRA et al., 2010; WEST et al., 1998).  
O gene LIN28B ( lin-28 homolog B, Gene ID: 389421) está localizado no braço 
longo do cromossomo 616.3-q21, sendo expresso em grande quantidade no testículo, 
fígado fetal e em tumores humanos primários. Seu funcionamento está relacionado 
ao metabolismo de nucleotídeos, metilação de histonas e modulação da abundância 
de proteínas, além da ligação à RNAs mensageiros de proteínas importantes para a 
fosforilação oxidativa (ZHANG et al., 2016). 
Recentemente foram apontadas alterações no gene LIN28B associadas ao 
eixo reprodutivo, porém, apenas alguns estudos mostram que elas estão associadas 
a PPC (ONG et al., 2009b; SULEM et al., 2009). Uma pesquisa realizada com 116 
indivíduos do sexo feminino portadores de puberdade precoce central, constatou a 
relação de meninas diagnosticadas com PPC e o gene LIN28B, de genótipo rs314276 
(CHEN et al., 2017).  
O gene NR0B1 (Nuclear Receptor Subfamily 0 Group B Member 1, Gene ID: 
190) está localizado no cromossomo X p21.2, responsável pela hipoplasia adrenal 
congênita ligada ao cromossomo X, caracterizada por hipogonadismo 
hipogonadotrófico, insuficiência adrenal e infertilidade. Uma mutação no gene NR0B1 
foi identificada em um indivíduo com Puberdade Precoce, apresentando níveis 
elevados de testosterona e responda elevada a gonadotrofina por exposição à GnRH, 
sem insuficiência adrenal. Foi identificada mutação variante frameshift p.Glu3fsAla * 
16 em NR0B1 (SHIMA et al., 2016). 
O gene MKRN3 (Makorin Ring Finger Protein 3, Gene ID: 7681) está localizado 
no cromossomo 15 q11.2, atuando como um importante supressor hormonal no eixo 
HHG. Estruturalmente está em uma região constituída por dedos de zinco, 
responsáveis por interações químicas e estruturais. O gene sofre imprinting materno 
e alterações em sua estrutura estão diretamente ligadas a Puberdade Precoce 
Central (Perry et al., 2014;NISHIOKA et al, 2017) e a PPC familiar. Essa região genica 
é constituída por 3 629 pares de bases e codificam uma proteína de 182 aminoácidos. 
(BESSA et al., 2017; BULCAO MACEDO; NAHIME BRITO; LATRONICO, 2014; DE 
VRIES et al., 2004).  
O diagnóstico de PPC é realizado por meio de exames que irão evidenciar a 
evolução corporal dos caracteres púberes, dentre eles, os exames físicos são 
realizados para verificar o volume da mama, o tamanho dos testículos e a presença 
de pelos axilares e púbicos. Os exames de imagem são fundamentais, pois a partir 
de Raio x do punho é possível mensurar a idade óssea (PYLE; GREULICH, 1959), e 
com a Ressonância Magnética (RM) do crânio é possível verificar possíveis 
anomalias no Sistema Nervoso Central (SNC), descartando ou não o tipo orgânico da 
PPC. O ultrassom pélvico é solicitado para pacientes do sexo feminino para verificar 
o volume ovariano, uterino e a evolução do endométrio. Análises clínicas são 
realizadas em ambos sexos, para saber a dosagem de gonadotrofinas e verificar os 
níveis hormonais por estímulo de GnRH. Neste teste injeta-se o GnRH no paciente e 
depois são feitas 3 coletas com um intervalo de 30 minutos entre elas (IMPRODA et 
al., 2012; MACEDO; CUKIER; et al., 2014). 
O tratamento mais utilizado atualmente é a administração de um análogo de 
GnRH, como a leuprorelina, para interromper a liberação do hormônio e por 
consequência cessar o estimulo de síntese de esteroides sexuais. O análogo age 
diretamente nos receptores do hormônio liberador de gonadotrofinas proporcionando 
desenvolvimento púbere normal. O tratamento se torna necessário na maioria dos 
casos e é de suma importância por evitar possíveis complicações futuras, melhorando 
a estatura final esperada e promovendo a melhora do psicossocial do paciente que é 
afetado pela puberdade precoce. É indicado um tratamento psicológico em paralelo 
ao medicamento para assistir o paciente ajudando-o a compreender as alterações 
físicas e fisiológicas ocorridas (MACEDO; CUKIER; et al., 2014; RAMOS et al., 2017; 
SHIMA et al., 2016). 
  
Metodologia 
Os participantes desta pesquisa foram selecionados nos ambulatórios de 
Endocrinologia Pediátrica do Hospital Universitário de Brasília (HUB)  e do Hospital 
da Criança de Brasília  (HCB). Foram incluídos os pacientes residentes no DF e 
entorno, que tenham recebido ou estejam em uso de análogos de GnRH para 
tratamento da PPC por meio do programa de dispensação de análogos de GnRH da 
Secretaria de Saúde do Distrito Federal (SES-DF) conforme a Portaria SAS/MS 
número 111, que atenderam aos critérios para diagnóstico de PPC. Os respectivos 
responsáveis pelas crianças realizaram a leitura e assinatura do Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APÊNDICE A) 
Os dados clínicos relevantes, tais como anamnese, exame físico e resultados dos 
exames laboratoriais e radiológicos, foram obtidos a partir da análise retrospectiva 
dos prontuários, visto que fazem parte da rotina de investigação clínica e 
acompanhamento dos indivíduos portadores de PPC.  
A análise molecular foi feita a partir da extração do DNA genômico foi extraído 
de leucócitos obtidos a partir de uma amostra de 4mL de sangue venoso colhido por 
punção venosa periférica em um tubo contendo o anticoagulante EDTA, procedeu-se 
à extração utilizando-se o kit de extração de alta pureza DNA QIAmp Kit® (Qiagen). 
O DNA extraído foi submetido a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 
tradicional, utilizando o kit de PCR GoTaq green master mix da Promega, para 
amplificação do gene MKRN3 (número de acesso GenBank, NM_032551) por meio 
de pares de oligonucleotídeos iniciadores específicos.  
O gene MKRN3 foi amplificado pela técnica de reação em cadeia da 
polimerase (PCR) utilizando-se três pares de oligonucleotídeos iniciadores (primers) 
específicos.  A tabela 1 mostra a sequencia dos oligonucleotídeos   utilizados para 
amplificação do gene MKRN3. 
Os oligonucleotídeos foram desenhados em dois momentos, seguindo as 






Tabela 1-  Sequencia dos oligonucleotídeos para amplificação do gene MKRN3 
MKRN3 Primer (5´> 3´) Tamanho do 
produto 
Fragmento 1 1F: GCCTCAAGCCCATAAAGAAA 
1R: AGCCATCTGCTTCCTCTCAG 
 774 pb 
Fragmento 2 2F: GGCATTTGGACAAAGCAGA 
2R: CACTGGGAATGACCAATTC 
847pb 




F: Primer foward; R: primer reverso 
 
Os produtos das PCR’s foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 
1% corados com brometo de etídio (0,5 μg/ml) para verificar a amplificação esperada 
e possíveis contaminações ocorridas durante o processo. As amostras que tiveram 
seu controle negativo amplificado, tiveram suas PCR’s refeitas até não demonstrarem 
nenhuma contaminação. Aquelas que o controle negativo não amplificou tiveram o 
produto final purificado por meio do kit de purificação de produtos de PCR da QIAgen, 
e então encaminhados para a empresa Macrogen - Coréia para a realização do 
sequenciamento pelo método automático de Sanger.  
A leitura do sequenciamento foi realizada com o software Sequencher versão 
5 (GENE CODES CORPORATION, [S.d.]). As mutações identificadas de variante 
missense foram submetidas à análise pelo software Polymorphism Phenotyping, 
versão 2 (PolyPhen2) (ADZHUBEI et al., 2010) para predição de potencial de impacto, 
apontando um score de nocividade da troca de base evidenciada.  
A metodologia quantitativa foi optada por se tratar de uma pesquisa com dados 
biológicos e resultados de análises, não contendo informações de questionários ou 
das opiniões dos participantes. Os envolvidos não responderam a nenhum 
questionário, apenas consentiram com a realização da pesquisa através da 
assinatura do TCLE.  
O grupo amostral escolhido para o projeto é composto por 30 pacientes, sendo 
4 do sexo masculino e 26 do sexo feminino, que apresentam características clínicas 
e hormonais típicas de Puberdade Precoce Central na sua condição idiopática, sem 
lesões no SNC, residentes no Distrito Federal e cidades do entorno, que tenham feito 
ou fazem uso de análogos de GnRH atendidos pelo programa de dispensação de 
análogos de GnRH, leuprorrelina e triptorrelina. 
A realização do estudo foi autorizada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Faculdade de Ciências da Saúde da Universidade de Brasília (CEP/FS-UNB) com 
número de parecer 1.140.009 no dia 08/07/2015. E também pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa (FEPECS/SES) – Distrito Federal (DF) com número de parecer 1.152.221 
no dia 13/07/2015, (ANEXO B).   
Resultados e discussões  
Uma mutação do tipo missense c.982C_T/p.Arg.328.Cys (figura 1) foi 
encontrada em duas irmãs, (pacientes 1 e 2), na qual a paciente 1, natural da cidade 
do Gama - DF, foi atendida no ambulatório de Endocrinologia do Hospital da Criança 
de Brasília - UCB aos 7 anos e 11 meses com sinais e sintomas de PP. Apresentando 
telarca aos 7 anos, axilarca aos 7 anos e 5 meses, pubarca e menarca aos 7 anos e 
8 meses. Nessa idade possuía IO de 11 anos, com estatura de 1,39 metros e peso 
de 49,65 Kg. Denotava pelos pubianos de estagiamento P2 e desenvolvimento das 
mamas no estagiamento M3 segundo a escala de Tanner (1962).   
Em avaliação hormonal o nível basal de LH foi de 3,24 UI/L e de FSH foi de 
5,84 UI/L, como também dosagem de estradiol de 63,33 UI/L. Não foram 
apresentados exames de imagens do crânio para descarte da condição orgânica de 
PPC. Porém em ultrassonografia pélvica foi evidenciado alto volume ovariano,  ovário 
esquerdo (OE) medindo 4 cm³ e ovário direito (OD) com 1,3 cm³. 
A paciente 2 teve o início dos sintomas com 6 anos idade com telarca e axilarca 
em progresso. Com 7 anos e 2 meses possuía uma estatura de 132,7 metros de 
altura, 38,6 Kg, pelos pubianos no estagiamento P2 e desenvolvimento das mamas 
no estagiamento M2 segundo a escala de Tanner (1962).  Não apresentou nenhum 
sintoma neurológico, porém está em quadro de obesidade. 
A mutação encontrada de variante missense foi submetida a análise no 
software PolyPhen – 2 (ADZHUBEI et al., 2010) para verificar a predição da deleção 
ocorrida no gene MK. Essa mutação leva à substituição da arginina na posição 328 
da cadeia polipeptídica por uma cisteína (p.Arg328Cys) e localiza-se no anel de zinco 
C3HC4 (figuras 4 e 5). A arginina nessa posição é altamente conservada entre as 
espécies. A figura 2 demonstra o alto score de impacto no organismo do indivíduo, 
identificando o possível comprometimento da função da proteína pela perda da base 







Figura 1 - Parte do cromatograma do sequenciamento do gene MKRN3 com as mutações encontradas 
no estudo 
 
(A) Painel superior mostra o alelo selvagem e o inferior a mutação c.982 C>T em heterozigose. A 
citosina é representada pela letra C e onda azul e a timina pela letra T e onda vermelha; (B) Painel 
superior mostra o alelo selvagem, no qual se visualiza uma sequencia de 7 citosinas, representadas 
pelas ondas azuis; o painel inferior mostra a perda de uma citosina (c.482delC), seguida de alteração 
na sequência de leitura, com sobreposição das ondas após o ponto da deleção. 
 
Figura 2: Predição de mutação de paciente diagnosticada com PPC familiar. Captura de tela 
do programa PolyPhen- 2 
 
A mutação missense p.Arg328Cys localiza-se no anel de zinco C3HC4, responsável pela 
atividade de ubiquitina-ligase. 
 
A ocorrência de PP em membros da mesma família foi descrita em estudo 
realizado com 156 indivíduos diagnosticados com PPC idiopática. Dentre eles, 43 
indivíduos apresentaram relação familiar, evidenciando uma transmissão 
autossômica dominante com penetrância incompleta e dependente do sexo. Casos 
de herança paterna são mais frequente que a materna devido a especificidade da 
mutação (DE VRIES et al., 2004). 
A mutação encontrada no par de pacientes apontadas com PPC familiar, foi 
descrita anteriormente em uma paciente francesa, acometida em um estudo realizado 
na França e na Itália com 46 indivíduos diagnosticados com PPC, no qual 24 desses 
casos tinham histórico familiar de Puberdade Precoce (SIMON et al., 2015). 
Além da mutação já citada, foi encontrada outra mutação em mais duas 
pacientes, (pacientes 3 e 4) estas, ambas do sexo feminino, não estão relacionadas, 
mas apresentaram uma mutação do tipo frameshift, com a mesma deleção de uma 
Citosina c.482.del.C/p.Pro.161.Arg.fs*10. A paciente 3 foi atendida no Hospital 
Universitário de Brasília - HUB com sintomas de PP. Teve as primeiras manifestações 
aos 3 anos de idade com o desenvolvimento das mamas, e axilarca aos 5 anos de 
idade. Nessa idade possuía estatura de 1,27 metros, IO de 9 anos e 8 meses, pelos 
pubianos no estagiamento P1 e desenvolvimento das mamas no estagiamento M3 
segundo a escala de Tanner (1962). A paciente apresentou cefaleia bilateral e 
Desenvolvimento Neuro Psico Motor (DNMP) normal.  
A avaliação hormonal da paciente apontou uma dosagem basal de LH de 1,76 
UI/L e FSH de 8,9 UI/L. Em ultrassom teve seu volume uterino mensurado em 7,7 cm³ 
e ovariano cem 2,39 cm³. A Ressonância Magnética - RM do crânio realizada na sela 
túrcica não apresentou nenhuma anomalia. A paciente não possui histórico de PP na 
família e sua mãe teve sua menarca aos 13 anos de idade. A deleção de citosina 
ocorreu na posição 438 do gene MKRN3, gerando uma mutação do tipo frameshift, 
no aminoácido 161, provocando um stop códon 10 pares de base a frente em uma 
arginina. 
A paciente 4 foi atendida no ambulatório de Endocrinologia do Hospital da 
Criança de Brasília aos 6 anos e 2 meses com sinais de PP, como o desenvolvimento 
mamário desde os 5 anos de idade. Aos 7 anos e 7 meses de idade, apresentou 
estatura de 124,8 metros, peso de 30,1 Kg, IO avançada de 11 anos e 6 meses, e 
pelos pubianos no estagiamento P2 e as mamas no estagiamento M4 na escala de 
TANNER (1962).  O Apêndice B demonstra os dados clínicos e moleculares das 4 
pacientes que apresentaram mutação no gene MKRN3. 
A mutação encontrada nas pacientes 3 e 4 ocorreu na posição 482 do gene 
MKRN3, gerando uma mutação do tipo frameshift no aminoácido 161, provocando um 
stop códon 10 pares de base a frente em uma arginina, em consequência de uma 
proteína truncada de 171 aminoácidos. A deleção foi descrita anteriormente em um 
estudo que investigou 215 pacientes diagnosticados com Puberdade Precoce Central 
(MACEDO; ABREU; et al., 2014). A mesma variante frameshift foi encontrada em uma 
garota búlgara em investigação do gene MKRN3  (DIMITROVA-MLADENOVA et al., 
2016) 
Os locus das mutações descritas estão sinalizados na figura 2, por meio de 
setas, indicando o local das alterações na sequência do gene MKRN3.  
Figura 2: Representação esquemática da localização das mutações na 
proteína MKRN3. Figura adaptada de Abreu et al, 2013 
 
. 
O MKRN3  apresenta imprinting materno, ou seja, o alelo materno é metilado 
(silenciado) e somente o alelo de origem paterna é expresso. Desta forma, os 
indivíduos somente exibirão o fenótipo de PPC no caso de herança paterna do alelo 
mutado.  Assim como a maioria dos imprinted genes descritos, o MKRN3 localiza-se 
num cluster com outros imprinted genes no cromossomo 15. 
O papel do gene MKRN3 na patogênese da PPC ficou conhecido em 2013, 
após o estudo de pacientes com PPC familiar através do sequenciamento exômico 
global (ABREU et al., 2013b). Atualmente as mutações com perda de função no 
MKRN3 são consideradas a causa genética mais frequente de PPC idiopática, 
podendo ser identificadas tanto nos casos familiares quanto esporádicos. 
A idade de início da puberdade dos pacientes estudados variou de 3 a 7 anos, 
com média de 5,25 anos e mediana de 5,5 anos. Os achados estão em contraste com 
o estudo realizado por Abreu et al., (2013) com 40 indivíduos de 15 famílias 
brasileiras, apontando 15 pacientes com mutações no gene MKNR3, com idade 
média do início da puberdade precoce em meninas de 5,75 anos, variando de 5,0 a 
6,5 anos. E em meninos foi de 8,1 anos, variando de 5,9 a 8,5 anos.  
A dosagem do LH pós-estimulo não foi realizada em nenhum dos casos, visto 
que todas apresentavam concentrações basais púberes do LH. Todas apresentavam 
aumento do volume uterino à ecografia pélvica (mediana 12,4cm3) além de sinais de 
estimulação gonadotrófica ovariana ( volume ovariano > 2,0cm3). 
A RNM do encéfalo foi realizada nas duas meninas com PPC esporádica e não 
evidenciou quaisquer anormalidades. As duas irmãs acometidas não foram 
submetidas à avaliação por imagem do SNC, pois não exibiam sinais ou sintomas 
neurológicos associados. 
O tratamento foi realizado com o análogo do GnRH triptorrelina em todas. Duas 
meninas já concluíram o tratamento e outras duas ainda se encontram em uso da 
medicação, com boa resposta terapêutica até o momento. 
Durante a realização das análises teve-se diversas contaminações seguidas, 
de causa desconhecida. Para solucionar a problemática, foi realizada a troca de 
materiais plásticos, ponteiras e tubos, e a submissão dos utensílios utilizados à 
autoclave. Porém em testes realizados após essa medida, os produtos de PCR ainda 
apresentaram amplificação, em banda forte, do controle negativo. Essas amostras 
tiveram todo o processo de PCR refeito até a sua reparação. E como última tentativa 
optou-se pela compra de novos primers por novo fabricante. Somente após a troca 
dos primers que as contaminações cessaram e pode-se seguir com as análises.  
Outro fator de atraso dos estudos foi a demora na compra e entrega do material 
solicitado pela equipe. Alguns materiais não foram comprados e outros vieram 
diferentes do solicitado  
  
Considerações finais  
Os achados com a realização deste estudo foram fundamentais para a 
casuística por estabelecem a relação fisiológica entre achados genéticos e os 
fenótipos de indivíduos portadores de PPC idiopática. As análises genéticas dos 
indivíduos coletados para o estudo foram importantes para ampliar o número de 
informações descritas na literatura sobre PPC.  
Os dados obtidos sinalizaram a importância do aconselhamento genético dos 
pacientes da mesma família e a identificação de novos casos familiares, como 
apontados em estudos que evidenciam ocorrência de PPC familial. A investigação 
genética de outros membros das famílias de pacientes diagnosticados é de suma 
importância para detectar a patogênese das mutações e potencializar o sucesso do 
tratamento.  
Mesmo com o avanço dos estudos ainda não está claro se a PPC poderia ser 
resultado da perda da expressão do alelo paterno do MKRN3 devido a algum dos 
mecanismos genéticos e/ou epigenéticos. Sua etiologia é desconhecida, em muitos 
casos, mesmo familiares, sugerindo que outros mecanismos, ou mesmo alterações 
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